Liaison entre histones et RNA. Action des proteines acides de la chromatine sur cette liaison  by Dastugue, B. et al.
Volume 8, number 3 FEBS LETTERS June 1970 
L IA ISON ENTRE H ISTONES ET  RNA.  
ACT ION DES PROTEINES ACIDES DE LA  CHROMATINE SUR CETTE L IA ISON 
B.DASTUGUE, L.TICHONICKY, J.HANOUNE et J.KRUH 
Institut de Pathologie Molbculaire* 
24, rue du Faubourg Saint-Jacques, Paris 14e 
Received 5 April 1970 
Histone is able to associate with radioactive RNA to form a complex which is retained on a millipore filter; 500 
~tg of histone F 1 from bone marrow is able to combine with 100 #g of RNA. Chromatin acidic proteins reduce this 
association up to 50%. The binding between RNA and histone does not occur in the presence of urea and NaC1. 
1. Introduction 2. M~thodes 
L'existence de liaisons entre histones et DNA est 
bien 6tablie; celle des prot6ines acides de la chromatine 
avec le DNA a 6galement 6t6 mise en 6vidence [1,2] .  
Les histones peuvant aussi se combiner aux prot6ines 
acides [3]. Lorsque les prot6ines acides se combinent 
aux histones, le pouvoir r6presseur de ces derni~res est 
diminu6 [ 1 ,4] .  Par ailleurs, nous avons montr6 que 
les histones inhibaient la synth~se de l'h6moglobine 
par un syst~me acellulaire de r6ticulocytes en r6agis- 
sant avec le RNA. L'hypoth6se formul6e 6tait qu'il se 
formait une liaison histone-RNA, mais nous ne pou- 
vions exclure formellement une activit6 ribonucl6a- 
sique des histones [5]. Les prot6ines acides ajout6es 
au syst6me acellulaire diminuent le pouvoir inhibiteur 
des histones [6]. 
Dans ce travail, nous avons mis en 6vidence une 
liaison histone-RNA en utilisant du RNA radioactif 
et en isolant le complexe form6 sur filtre millipore. 
Nous avons 6galement montr6 qu'en pr6sence de pro- 
t6ines acides, il y avait diminution de la fixation du 
RNA par ies histones. 
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Les histones, fraction F 1 de moelle osseuse t de 
foie de lapin, ont 6t6 pr6par6es selon la m6thode de 
Johns [7] modifi6e [5]. Les prot6ines acides de la chro- 
matine et les fractions pH 5 et ribonucl~oprot~ines 
r6siduelles (RNP-R) ont 6t6 pr~par~es par la m6thode 
de Wang [8] modifi6e [6]. Pour obtenir le RNA radio- 
actif on injecte ~ des rats 45/aCi d'acide orotique-5-H 3 
(Activit6 sp6cifique 16 Ci/mmole) pour 100 g. Les 
animaux sont sacrifi6s 22 h plus tard, les foies pr61e- 
v~s, le RNA est pr6par6 ~ partir des noyaux par la 
m~thode de Hiatt [9]. 
Dans une exp6rience on a fractionn6 le RNA par 
16 h de centrifugation ~ 20 000 rpm dans un gradient 
lin6aire de saccharose de concentration 5-20%. 
Les incubations ont 6t6 r6alis6es de la mani~re 
suivante: La solution de RNA est incub6e en pr6sence 
d'histones et, dans certains cas, de prot6ines acides 
dans un tampon tris 0,01 M (pH 7,2) avec une con- 
centration finale de MgC12 4 mM pendant 1 h/t 4 ° 
(les r6sultats ont identiques i l 'on prolonge l'incuba- 
tion pendant 24 h)). Le volume d'incubation est 
de 0,7 ml. On filtre sur filtre millipore HA 0,45/am. 
Le filtre est lav6, dissout dans 100 ml de la solution 
de Bray [ 10], et sa radioactivit6 mesur6e dans un 
scintillateur Nuclear-Chicago. 
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3. R6sultats 
1) On ajoute des quantit6s croissantes d'histone 
F 1 ~ 200/ag de RNA radioactif et on passe sur filtre 
millipore. La radioactivit~ retenue par le filtre est 
mesur~e (fig. 1). Avec l'histone F 1 de moelle on ob- 
serve une fixation lin~aire jusqu' g 500 gg d'histone, 
puis la courbe tend/t s'aplatir. Avec l'histone F 1 de 
foie la fixation est plus faible, elle est lin6aire jusqu' 
1000/~g d'histone. 
2) Lorsque l'on ajoute des quantit~s croissantes de 
RNA radioactif fi 500 gg d'histone, on constate que 
l'on a un maximum de fixation, 110/ag. lorsque l'on 
ajoute 300/ag de RNA (fig. 2). Cependant, quelque 
soit la quantit~ de RNA incub~e on n'obtient qu'une 
combinaison partielle qui ne d~passe pas 63% du RNA. 
Ceci n'est pas dO au fait que seuls certains types de 
RNA se combinent, car la proportion de RNA corn- 
binge est sensiblement identique lorsqu'au lieu du 
RNA total on utilise 50/ag de RNA lourd, 28, 16, 9 ou 
4 S. L'interpr6tation est soit qu'il existe un 6quilibre 
en RNA combin6 et RNA libre, soit qu'un partie ne 
soit pas arr6t6 par le filtre. 
3) Les prot6ines acides diminuent le pouvoir de 
combination aux histones (fig. 3). L'addition de 750 
/ag de prot6ines acides, fraction pH 5 ou RNP-R, 
500/ag d'histone t 200 #g de RNA r6duit de 50% la 
quantit6 de RNA combin~e aux histones. 
4) L'addition d'ur6e 3,5 M ou de NaC1 1 M au 
m61ange RNA et histone ne diminue que 16g6rement 
le pouvoir d'association, celui-ci est fortement r6duit 
par la pr6sence simultan6e d'ur6e et de NaC1 (tableau). 
Les liaisons sont donc & la fois du type 61ectrovalence 
et hydrog~ne. L'action est parall~le lorsque l'on op~re 
en pr6sence de prot6ines acides et histones, il ne 
semble donc pas que l'on dissocie la liaison entre pro- 
t6ines acides et histones par ces compos6s. 
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Fig. 1. Deux cents microgrammes d  RNA ont ~t6 incubus avec des quantit~s croissantes d'histone pendant 1 h. Le complexe est 
filtr~ sur millipore et la radioactivitY, retenue sur filtre, mesur6e. 
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Fig. 2. Cinq cents microgrammes d'histone F l de moelle osseuse ont 6t6 incub6s avec des quantit6s croissantes de RNA radioactif, 
filtr6s sur millipore et la radioactivit6 du f'dtre mesur4e. Les courbes indiquent d'une part la quantit~ de RNA retenue, d'autre part 
la proportion de RNA retenue pax rapport ~t la quantit6 ajout6e au milieu. 
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Fig. 3. L'incubation comprend 500 #g d'histone F1 de moelle 
osseuse, 200 #g de RNA et des quantit6s croissantes de pro- 
t6ines acides de la chromatine. On mesure la radioactivit6 
retenue sur filtre millipore. 100% repr6sente la quantit6 rete- 
nue en absence de prot6ines acides, soit environ 50% du RNA 
total ajout6. 
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Tableau 
Action de l'ur6e t NaCI sur les liaisons entre RNA, histones 
et prot6ines acides. 
Prot6ines nucl6aires 
Radioactivit6 cpm 
en pr6sence de 
0 Ur6e NaCI Ur6e + NaCI 
Histones 3 255 2 707 2 140 374 
Histones+ Prot6ines 
2 133 1 907 717 593 acides 
On incube 80 ug de RNA (soit 6 4000 cpm) avec 200 ug 
d'histone F l de moelle osseuse t dans certaines exp6riences 
de 200/lg de prot6ines acides pH 5, en pr6sence d'ur6e 3,5 M, 
NaC1 1 M ou du m61ange d s deux. 
ines acides qui sont hautement sp6cifiques du type 
cellulaire [11 ] diminuent cette intervention des 
histones et peuvent ainsi moduler le passage des RNA 
dans le cytoplasme. 
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4. Discussion 
Les observations faites avec le DNA et les prot6ines 
de la chromatine se retrouvent avec de le RNA. Les 
histones e combinent aux RNA et les prot6ines acides 
emp6chent partiellement cette liaison. Nous avons 
utilis6 la fraction F 1 des histones car se sont celles qui 
inhibent le plus fortement la synth6se acellulaire de 
l'h6moglobine, l'inhibition 6tant plus forte avec l'his- 
tone F 1 de moelle osseuse qu'avec la m6me fraction 
de foie. 11 est donc possible qu e les prot6ines acides de 
la chromatine interviennent on seulement pour 
limiter la transcription dans les cellules diff6renci6es, 
mais 6galement pour limiter les RNA susceptibles d'6tre 
utilis6s, en particulier les RNA messagers. Les prot6- 
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